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1 Einleitung

Der Wasser-Elektrolyt-Haushalt des Kdorpers unterliegt strengen Regulationsmechanismen.
Bei der Entgleisung des Wasser-Elektrolyt-Haushaltes kann es zu unterschiedlichen

Krankheiten kommen. Die Volkskrankheit Bluthochdruck dient hier als Beispiel.

Einer der wichtigsten Faktoren flr die Aufrechthaltung des Extrazellularvolumens ist der
Natriumgehalt des Korpers. Die Hauptlast fur den Ausgleich des Wasser-Elektrolyt-
Haushaltes tragt die Niere. Uber 99 % des filtrierten Natriums wird durch die Niere
zuriickgewonnen. Davon werden etwa 90 % im proximalen Tubulus und im aufsteigenden
Teil der Henle-Schleife (TAL) resorbiert. Die verbleibenden 10 % werden im distalen

Abschnitt des Nephrons zuriick gewonnen (1).

Die Bilanzierung des Wasserhaushaltes im Koérper wird Uber Hormone (z.B. ADH,

Aldosteron) gesteuert, die Transportmechanismen der Niere steuern.

1.1 Epithelialer Natriumkanal (ENaC)

Der epitheliale Natriumkanal (ENaC) kommt im Aldosteron-sensiblen distalen Nephron
(ASDN) vor. Dieses besteht aus dem distalen Teil der Pars convoluta des distalen Tubulus,
dem Verbindungsstiick sowie dem kortikalen und medulldren Abschnitt des Sammelrohrs.
ENaC wird tber unterschiedliche regulatorische Systeme gesteuert und ist Angriffspunkt fiir

Pharmaka wie Amilorid und Benzamil (2;3).
ENaC wird auch in anderen Organen wie dem Kolon, den Schweil3- und Speicheldriisen und
der Lunge exprimiert (4).

ENaC besteht aus drei Untereinheiten (a, B und y-ENaC), die in bis zu 30% ihrer
Proteinzusammensetzung identisch sind. ENaC ist wahrscheinlich ein Heterotetramer (5).
Jede Untereinheit hat 2 Transmembranhelices mit kurzen Amino- und Carboxytermini der

Polypeptidketten und eine lange extrazellulére Schleife (4).

Abbildung 1 zeigt ein Modell der Untereinheiten von ENaC als Tetramer in der Zellmembran.
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top view

Abb. 1: Epithelialer Natriumkanal [Grafik aus (5) unverdndert]. N und C bezeichnen die jeweiligen Amino-
und Carboxyenden der Aminoséureketten auf der Zellinnenseite (In). Die lipophilen Transmembransegmente
sind als Zylinder dargestellt. Die dem Epithellumen zugewandte Seite ist mit Out bezeichnet. Die Aufsicht (top
view) zeigt die Anordnung der Untereinheiten als Tetramer.

Unterschiedliche Signalwege regulieren ENaC und damit die Leitfahigkeit der luminalen
Zellmembran fiir Natrium. Hierzu gehdren die Phosphorylierung oder partielle Proteolyse, die
Steuerung der Anzahl der Kanéle durch Expression und Membraneinbau bzw. die

Ubiquitinierung, Endocytose und der Abbau der Proteine im Lysosom (6).

1.2 Hypotonischer Stress und epithelialer Natriumtransport in A6 Zellen

A6 Zellen wurden urspringlich aus dem distalen Nephron des Krallenfrosches isoliert und als
permanente Zellkultur etabliert (7). A6 Zellen dienen als einfaches Modell fur Natrium

resorbierende Epithelzellen (8).

A6 Zellen besitzen am apikalen Zellpol ENaC und zwei Typen Chloridionenkanéle, darunter
Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) (3;9). Am basolateralen
Zellpol werden die Na'-K*-ATPase (3), Kalium- und Chloridionenkanale (1), Na'-K*-2ClI-
Cotransporter (9), Natrium-Protonen-Austauscher (10) und CI'/HCOj3™-Austauscher exprimiert
(11). Die Abbildung 2 zeigt ein Modell der A6 Zelle.
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Abb. 2:  Schematische Darstellung einer A6 Zelle mit den lonenkanalen, Transportern und der Na'-K'-
ATPase. Chloridkanéle und ENaC sind apikal exprimiert. Am basolateralen Zellpol findet man die Na'-K*-
ATPase(3), Kalium- und Chloridionenkanale, Na*-K*-2CI’-Cotransporter(9), Natrium-Protonen-Austauscher und
CI'/HCOj3-Austauscher. Im Zellverband kann sich durch Natriumresorption tber ENaC ein apikal negatives (-)
transepitheliales Potential aufbauen, das bei Hemmung des Kanals durch Amilorid zusammenbricht.

Der epitheliale Natriumtransport in A6 Zellen ist elektrogen (12). Da das Zytosol im
Vergleich zum Lumen negativer geladen ist und die Natriumkonzentration im Zytosol
niedriger ist als im Lumen, entsteht ein, in das Zellinnere gerichteter Natrium-Gradient. Das
in das Zellinnere einstromende Natrium depolarisiert die luminale Membran (-60 mV) im
Vergleich zur basolateralen Membran (-70 mV) (13). Das basolaterale Membranpotential ist
durch die K *- Leitfahigkeit und den aktiven Natriumtransport mit Hilfe der Natrium-Kalium-
Pumpe bedingt (7). So entsteht eine transepitheliale Potentialdifferenz (Vte) von -10 mV
(Abbildung 3). Voraussetzung fir die Bildung einer solchen Potentialdifferenz ist ein dichter
Zellverband, in dem die Zellen durch Tight Junctions so untereinander verbunden sind, dass
sich insgesamt ein transepithelialer Widerstand (Rte) bildet. Uber diesen Widerstand baut sich
die elektrische Spannung auf. Der zugehdrige Strom wird als aquivalenter Kurzschlussstrom
I°sc bezeichnet. Nach dem Ohm‘schen Gesetz gilt: Vte = Rte * I’sc. Wiirde das Epithel durch
Wegfall dieses Widerstandes elektrisch kurzgeschlossen, dann wirde der elektrogene
Transport als tatsachlicher Kurzschlussstrom (Isc) flieRen. Weiter bilden die Tight Junctions
eine Barriere fur die laterale Bewegung der Membranproteine und ermdglichen so ihre polare

Verteilung.
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Abb. 3:  Darstellung der Entstehung der transepithelialen Potentialdifferenz in A6 Zellen. Zur Vereinfachung
sind nur noch die dafiir relevanten lonenkanile und die Na*-K*-ATPase eingezeichnet. Die Tight Junctions (TJ)
dichten das Epithel zur jeweiligen Nachbarzelle ab und sind Teil der elektrischen Abdichtung zwischen apikaler
und basolateraler Seite.

Wenn die Zelle basolateral einer niedrigen Osmolalitat ausgesetzt ist, greifen unterschiedliche
regulatorische Mechanismen zur Erhaltung der Homdostase und Bewahrung der Zelle vor
dem Zelltod. Zuerst stromt Wasser in die Zelle hinein und die Zelle schwillt an (14). Durch
die Zellschwellung werden kompensatorische Mechanismen eingeschaltet. Dazu gehért die
Verminderung der intrazellularen Konzentration von CI"und K", wodurch die Zellen wieder
schrumpfen. Dieser Prozess heift ,,Regulatory Volume Decrease” (RVD) (15). Dieser
Vorgang verlauft schnell (16). Interessanterweise wurde auch gezeigt, dass eine niedrige
basolaterale Osmolalitét eine Steigerung der ENaC-Anzahl in der apikalen Membran bewirkt.
(1;17). Diese Aktivierung des Na* - Transportes ist langsam und dauert ca. 120 min (18). Der
Aktivierung von ENaC beim hypotonischen Stress liegen andere regulatorische Mechanismen
als beim RVD zugrunde (19). Es wurde vorgeschlagen, dass die Aktivierung von ENaC bei
niedrigen basolateralen Osmolalitat in zwei Phasen verlauft: die friihe nicht-genomische und
die spate genomische Phase (16). In der frihen, nicht-genomischen Phase steigt der
Natriumtransport ca. 10 min nach hypotonischem Stress, bedingt durch die Aktivierung von
Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK). Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF) und Plattchen-
Wachstumsfaktor spielen eine Rolle. In der spaten, genomischen Phase steigt die Expression
von mMRNA flir SGK1 und alle drei ENaC-Untereinheiten an (16). In der friihen Phase wird

beim hypotonischen Stress auch ein biphasischer Anstieg von Ca** beobachtet. Es wird
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vermutet, dass dem Ca’*-Anstieg eine Bedeutung bei der Regulation der Genexpression

zukommt (16). Abbildung 4 zeigt ein entsprechendes Schema.
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Abb. 4:  Schematischer Ablauf der Signale, die zu erhbhtem Natriumtransport, ausgelést durch hypotonischen
Stress fuhren. Grafik aus (16), leicht verandert.

Der hypotonische Stress filhrt sowohl zum Ca*-Einstrom in die Zelle, als auch zur
Freisetzung von Ca’*-lonen aus intrazelluldren Speichern (15). Dabei aktiviert der Ca**-
Anstieg CI'und K*-lonenkanéle fir den RVD (15).

Es ist noch nicht genau geklart, wie die PLA2 und ihre Metabolite an der Regulation des
Natriumtransportes beim hypotonischen Stress in Epithelzellen beteiligt sind. PLA2 flhrt zur
Freisetzung von Arachidonséure und ihr Metabolismus zur Bildung von Prostaglandin E2
(PGE2) (19). PGE2 fuhrt zum Anstieg von zyklischem Adenosinmonophosphat (CAMP) in
der Zelle und zur Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) (19). In der Tat kommt es beim
hypotonischen Stress in einigen Epitheltypen zum Anstieg von cAMP. In isotonischer Lésung
stimuliert CAMP in A6 Zellen den Natriumtransport via PGE2 (19). In Macula densa Zellen
der Mausniere (MMDD1-Zellen) kam es bei der Behandlung mit Ldsung niedriger
Osmolalitat nach einer Stunde zur Freisetzung von PGE2 und zur Erhéhung der COX-2-

Expression (20). Da die Aktivierung des Kalzium-sensitiven-Rezeptors durch den PLAZ2-
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Inhibitor Quinacrin beim hypotonischen Stress in A6-Zellen unterbunden werden kann (7),

wird auch ein Zusammenhang von extrazellularem Ca** und dem PLA2 Signalweg vermutet.

1.3 Hemmung der Phospholipase A, und ihrer Metabolite in A6 Zellen

Die Bedeutung der PLA2 bei der Regulation des epithelialen Natriumkanals durch Anderung
der Osmolalitat wurde mit Inhibitoren von PLA2 und ihrer Metabolite untersucht.

Abbildung 5 gibt eine Ubersicht tiber die in der Arbeit verwendeten Hemmstoffe.

Aus der Literatur (19) ist bekannt, dass Quinacrin in der Konzentration von 100 uM (7) beim
hypotonischen Stress in A6-Zellen 1'sc inhibieren kann. Quinacrin ist historisch als
Antimalariamittel bekannt, wird aber heutzutage nur in Sonderféllen (21) oder als
Antiprotozoikum bei der Behandlung von Giardia-Infektionen eingesetzt (22). Quinacrin ist
auch ein unspezifischer Inhibitor der PLA2 (23). Wegen dieser geringen Spezifitdt wurde ein
weiterer Inhibitor von PLAZ2, Aristolochia-Sdure (24;25) verwendet. Die eingesetzte
Konzentration von Aristolochia S&ure betrug 100 pM und hemmt besonders die
calciumregulierte Form der PLA2 (25). Aristolochia-Séure ist ein pflanzlicher Stoff, den eine
Vielzahl von Pflanzen aus der Familie Aristolochiaceae birgt. In China ist Aristolochia-Saure
in diversen Schlankheitsmitteln enthalten. In der traditionellen iranischen Medizin finden
Aristolochia-Saure haltige Pflanzen in der Therapie von Kopf- und Rickenschmerzen
Verwendung. Dabei ist die Aristolochia-S&ure toxisch und kann sogar zur Aristolochia-S&ure
Nephropathie fihren (26).

Die Ca?*-unabhangige PLA2 (iPLA2) wird durch Bromoenol-Lacton (BEL) gehemmt (27;28).
5 uM BEL hemmen iPLA2  und —y der Ratte zu 80-100% (28). BEL wirkt irreversibel und
ist ebenfalls toxisch (29).

Im weiteren Verlauf der Signaltransduktion Gber PLA2 liegt die Arachidonséure und ihre
Metabolite, die Prostaglandine und Leukotriene. Nordihydroguaiaretsdure (NDGA) ist ein
spezifischer  Inhibitor von  Arachidonat-5-Lipoxygenase (5-LO). 5-LO  oxidiert
Arachidonséure in 2 Schritten zu Leukotrien A (30). NDGA ist die biologisch aktive Substanz
des Kreosotbusches (Larrea tridentata), der gehauft in traditioneller Medizin z.B. als
antientziindliches Mittel oder in der Behandlung von Diabetes mellitus verwendet wird.
NDGA wirkt antikanzerogen, antidiabetisch, antientziindlich, antiviral und antioxidativ (31).
Es wurde berichtet, dass bereits 20 UM NDGA Arachidonat-5-Lipoxygenase (5-LO) in MCF

7-Brustkrebszellen hemmen (32).
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Indomethacin wurde als unspezifischer Inhibitor der Cyclooxygenasen (COX) zur
Untersuchung der Rolle der Prostaglandine bei der Regulation von ENaC beim hypotonischen
Stress benutzt. Indomethacin ist ein nichtselektiver Inhibitor von COX-1 und COX-2 (33).
Indomethacin gehdrt zur Gruppe der nicht-steroidalen Antirheumatika (NSAR). Wie alle
anderen NSAR hat Indomethacin im sauren Entziindungsmilieu eine starke antiphlogistische
Wirkung und wird bei der Behandlung des akuten Gichtanfalls und bei rheumatischen
Erkrankungen eingesetzt (34). Es wurde gezeigt, dass bereits die Konzentration von 10 uM
Indomethacin in A6 Zellen zur Hemmung des osmotisch regulierten Natriumtransportes
fuhrte (19).

Fir die Unterscheidung zwischen COX-1 und COX-2 wurden jeweils spezifischere
Inhibitoren eingesetzt. Resveratrol ist ein COX-1 Inhibitor (33). Resveratrol gehort zu der
Gruppe der Polyphenole und kommt in ca. 70 Pflanzenarten, vor allem in Weintrauben vor
und ist deshalb in Rotwein enthalten (35). Resveratrol ist ein Antioxidans und besitzt eine
antientzindliche, immunmodulatorische, kardio- und neuroprotektive Wirkung (36). Eine
Resveratrol-Konzentration von 10 puM soll COX-1 in M1 Zellen hemmen (33).

Celecoxib ist ein COX-2 Hemmstoff (37). Celecoxib ist chemisch nicht mit NSARs verwandt
und gehort nicht zu den sauren Verbindungen. Celecoxib wird in der Behandlung der Arthritis
rheumatica und der Osteoarthrose eingesetzt (34). Es wurde berichtet, dass die notige
Konzentration zur Hemmung der COX-2 in menschlichen Nicht-Kleinzellen-
Lungenkarzinom-Zellen (NSCLC) 20 uM betrug (38).

Zuletzt wurde die Beteiligung von Cytochrom P450-Epoxygenasen und ihrer Metabolite bei
der Aktivierung von ENaC beim hypotonischen Stress untersucht. N-(methylsulfonyl)-2-(2-
propynyloxy)-benzenehexanamid (MS-PPOH) ist ein spezifischer Hemmstoff der Cytochrom
P450-Epoxygenasen in einer Konzentration von 20 uM (39).
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Abb. 5: Modell der A6 Zelle mit den hypothetischen Signalwegen der durch hypotonen Stress ausgeldsten
Aktivierung von ENaC und den mdglichen Angriffsorten fiir Inhibitoren (siehe Text) der PLA2 und ihrer
Metabolite. Phospholipase A2 (PLA2); Calcium-unabhangige Phospholipase A2 (iPLA2); Arachidonat-5-
Lipoxygenase (5-LOX); 5-Hydroxyperoxyarachidonsdure (5-HPETE); Epoxyeicosanotriensaure (14,15-EET);
Dihydroxyeicosanotrienséure (14,15-DHET); Cyclooxygenase (COX).

1.4 Regulation des epithelialen Natriumkanals (ENaC)

ENaC wird vielfaltig gesteuert. Insbesondere fur die Kontrolle der Anzahl der Kanéle in der
Membran durch sogenanntes , Trafficking”“ (kontrollierte Exo- und Endocytose von
Membranproteinen) spielen Kinasen und die damit verbundenen Signalwege eine wichtige
Rolle (40). Sie minden entweder in der Phosphorylierung von ENaC beta/gamma
Untereinheiten oder von Nedd4-2, einer Ubiquitin Protein Ligase, welche an der Entfernung
von ENaC aus der Membran beteiligt ist. Fir die vorliegende Arbeit von besonderer
Bedeutung sind Mitogen-aktivierte Protein-Kinasen (MAP-Kinasen), die
Phosphatidylinositol-3-Kinase (P13K), Proteinkinase A (PKA) und Proteinkinase C (PKC).

Sie werden im Folgenden genauer eingefiihrt.
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MAP-Kinasen:

Laut Taruno et al. (41) aktiviert der hypotonische Stress ENaC in A6 Zellen via RTK-
INK/SAPK-Kaskade, die zu MAP-Kinasen zé&hlen. Durch MAP-Kinasen wird die
genregulatorische Antwort auf extrazelluldre Stimuli wie z.B. Stress, UV-Licht oder einen
osmotischen Stress vermittelt (42;43) . Bei den MAP-Kinase-Signalwegen handelt es sich um
mehrere nacheinander geschaltete Kinasen, dabei werden Enzyme der gleichen Ebene die
MAP3K, MAPKK, MAPK, MAPKAPK genannt (42). MAP-Kinasen werden direkt durch
Phosphorylierung aktiviert (42) Sie sind bei der Steuerung der Embryogenese, der
Zelldifferenzierung, des Zellwachstums und des programmierten Zelltodes beteiligt (43). Die
Phosphorylierungskaskade beginnt mit der Bindung des epidermalen Wachstumsfaktors
(EGF), des Fibroblasten-Wachstumsfaktors (FGF), des insulindhnlichen Wachstumsfaktors
(IGF), Zytokinen, usw. an den jeweiligen spezifischen Transmembranrezeptor an der
Zelloberflache (44). Dabei gehtren die Transmembranrezeptoren zur Familie der Rezeptor-
Tyrosinkinasen (RTK) (44). Dimerisierung und Autophosphorylierung von RTK-Rezeptoren
fuhrt zur Aktivierung weiterer Signalkaskaden, welche die Transkription einer Vielzahl an
Zielgenen regulieren (44). Bei MAP-Kinasen unterscheidet man grundsétzlich drei
Signalwege (42;43):

1) ERK-1 und ERK-2 (extracellular signal-related kinases) werden durch
Wachstumsfaktoren und  Mitogene  aktiviert (42). Dabei entsteht die
Phosphorylierungskaskade Raf — MEK 1/2 — ERK 1/2 (42;43). ERK1/2 sind bei der
Aktivierung der INK/SAPK -Kaskade beteiligt (45).

2) p38-mitogenaktivierte Proteinkinase wird durch Stress, UV-Licht, Osmotischer Stress
und Zytokine (IL-14 und IL-6) aktiviert und ist an der Enzymregulation, z.B. COX-2
oder an der Produktion von Entziindungsmediatoren wie Tumornekrosefaktor-a (TNF-
a) beteiligt (46). Es kommt zur Kaskade TAK/ASK/MEKK1-4 — MKK 3/6
— p38a,p, Y/ERK6/MXI (43).

3) c-Jun N-terminale Kinasen (JNK), die auch die stress-activated phospho-kinases
(SAPK) genannt werden (43), werden durch Stress, Zytokine, Wachstumsfaktoren und
durch osmotischen Stress aktiviert (41;45). JNK/SAPK aktiviert die Kaskade
MEKK1/4, MLKs, ASK, TAK 1-MKK4/7—INK/SAPK (45).
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PI3K:

Die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI13K) wird wie der MAP-Kinase-Signalweg sowohl via
Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) (47), als auch via G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
(GPCR) wund via onkogenes Ras (48) aktiviert. Die aktivierte PI3K wandelt
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP2) durch Phosphorylierung in Phosphatidylinositol-
3,4,5-Trisphosphat (PIP3) (48). PIP3 kann AKT ( Proteinkinasen B), Pyruvat Dehydrogenase
Kinase, Isozym 1 (PDK1) aktivieren (47). PDK1 kann sowohl weitere Substrate wie z.B.
SGK1 (49) aktivieren, als auch AKT im aktivierten Zustand halten (50). AKT fuhrt zur
Entstehung weiterer Substrate wie z.B. der Glycogen Synthase Kinase 3 (GSK3B) und dem
Tuberous Sclerosis Complex 2 (TSC2) (48). Durch den PI3K-Signalweg werden in der Zelle
Ablaufe wie das Zellwachstum, die Zellproliferation, die Differenzierung und das Uberleben
beeinflusst (47;48). Tumorsuppressor Phosphatase and Tensin homolog (PTEN)
dephosphoryliert PIP3 zu PIP2 (51) und verhindert damit die Aktivierung von AKT.

PKA:

Unterschiedliche Hormone wie z.B. das Antidiuretische Hormon (ADH), Dopamin,
Adrenalin, Oxytozin und Prostaglandine wirken iber die cAMP-PKA-Achse (52). ADH
aktiviert ENaC sowohl durch die Steigerung seiner Anzahl in der apikalen Membran (1), als
auch durch Steigerung der Offenwahrscheinlichkeit und Translokation des ENaC aus dem
intrazellularen Speicher (3). Dabei ist die aktivierende Wirkung von ADH auf ENaC &ahnlich
der Aldosteronwirkung auf die Serum und Glukokortikoid-induzierbare Proteinkinase (SGK1)
(53;54). SGK1 phosphoryliert Nedd4-1 und/oder Nedd4-2 und bringt beide Ubiquitin-Protein
Ligasen in den inaktiven Zustand (54) (Bei der Ubiquitinierung bindet der WW-Bereich von
Nedd4-1 und/oder Nedd4-2 an den PY-Bereich (PPPXY) des Carboxyterminus aller drei
ENaC-Untereinheiten). Damit wird die ENaC-Ubiquitinierung, seine Internalisierung und
damit der Abbau verhindert und die ENaC-Anzahl am apikalen Zellpol wird erhoht (54). PKA
gehort zur Gruppe der Serin/Threonin-Kinasen (55), d.h. sie phosphoryliert Proteine an den
OH-Gruppen ihrer Tyrosin-, Serin- oder Threonin-Reste (52). PKA ist ein Heterotetramer und
bestent aus zwei regulatorischen und zwei Kkatalytischen Untereinheiten (55). Jede
regulatorische Untereinheit kann zwei cAMP Molekile binden (55). Nach der Bindung von
cAMP an die regulatorische Untereinheit werden die katalytischen Untereinheiten frei (52).
Die freien katalytischen Untereinheiten steuern die Proteinphosphorylierung und vermitteln
damit die regulatorischen Wirkungen auf die Zellfunktionen (52). PKA kann direkt ENaC
durch Phosphorylierung der B und y-ENaC-Untereinheiten aktivieren (56). PKA kann auch
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die Chloridsekretion durch die Aktivierung der luminalen CFTR-Chloridkanéle aktivieren
(57).

PKC:
Proteinkinase C hemmt ENaC (1;58). PKC steht fir eine Gruppe von PKC Isoformen und

gehort wie die PKA zur Gruppe der Serin/Threonin-Kinasen (52). Hormone wie z.B.
Acetylcholin aktivieren PKC indirekt durch die Bindung an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(52). Diese aktivieren zunéchst Phospholipase C, die PIP2 in IP3 (Inositol-1,4,5-trisphosphat)
und Diacylglycerin (DAG) spaltet (52). IP; fiihrt zur Freisetzung von Ca* aus intrazellularen
Calciumspeichern (52). Ca* aktiviert mit DAG zusammen PKC (52).

1.5 Phospholipase A2 und ihr Metabolismus

Die Phospholipase A2 (PLA2) unterteilt man in 3 Typen: die sezernierte PLA; (SPLA,), die
zytosolische PLA2 (cPLAz) und die Ca’*-unabhingige PLA2 (iPLA2). sSPLA2 und cPLA2
sind Ca* abhingig. Die sezernierte PLA2 besitzt eine niedrige molekulare Masse und weist N-
terminal ein sekretorisches Signalpeptid auf (59). Die sSPLAZ2 ist z.B. ein wichtiger Bestandteil
im  Pankreassekret oder in der Synovialflissigkeit im Rahmen entziindlicher
Gelenkerkrankungen (60). Die zytosolische PLA2 kommt in 3 Subtypen vor: cPLA2aq,
cPLA2B, cPLA2y und besitzt eine hohe molekulare Masse. cPLA2 ist die meist beschriebene
PLA2. N-terminal befindet sich ein Ca®’-bindender Abschnitt und C-terminal ein
katalytisches Zentrum (59). cPLA2 wird durch sub-mikromolare Ca?*-Konzentration und
durch Phosphorylierung aktiviert (61). cPLA2 hat die hochste Affinitat zur Arachidonsédure
und es wird vermutet, dass nur cPLA2 zur Freisetzung von AA in der Lage ist (24;62). cPLA2
hydrolysiert spezifische Phospholipide in der sn2- Esterbindung (24). Dabei werden freie
Fettsauren, Lysophospholipide und Arachidonsaure frei (24).

IPLA2 kommt in zwei Subtypen hoher molekulare Masse vor: iPLA2 und iPLA2y (59).

Arachidonsdure kann selbst den Natriumtransport beeinflussen oder dient als Vorstufe fur
weitere Eikosanoide, wie Prostaglandine, Leukotriene und Epoxyeicosatriensauren (24). Die
Abbildung 6 zeigt verschiedene metabolische Pfade der Arachidonsdure sowie beteiligte

Schlisselenzyme.

Die Phospholipase A2 spielt beim kontrollierten Verlust von CI" und K* im Rahmen der

Volumenregulation (RVD) nach Zellschwellung eine wichtige Rolle (59;63). Durch
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hypotonische Zellschwellung wird der Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) und damit
der ERK-1/ERK-2 bzw. der PI3K-Signalweg in unterschiedlichen Zelltypen aktiviert (59).
MAP-Kinasen spielen eine Schlisselrolle im PLA2-Signalweg beim hypotonischen Stress
(59;63). Die Wirkung der PLA2 in A6 Zellen ist nicht eindeutig: PLA2 Hemmung mit
Aristolochia-saure aktiviert einerseits den Natriumtransport an der apikalen Membran und
inhibiert andererseits den Natriumtransport an der basolateralen Membran (24). In M1-Zellen
hemmt Arachidonsdure den Natriumtransport (ber das P450-Epoxygenaseprodukt 11,12-
Epoxyeicosatriensdure (64). Aus Arachidonsdure entstehen mittels Cyclooxygenasen
Prostaglandine. Sowohl Prostaglandin-E;, als auch Prostaglandin-F,, aktivieren ENaC (64). In
A6 Zellen soll die akute basolaterale Wirkung von PGE, den Natriumtransport via
IP3/Ca®*/PKC-Signalweg hemmen (65). Dabei vermindert PGE, die Offenwahrscheinlichkeit
von ENaC (65). Dagegen stimuliert die chronische basolaterale Wirkung von PGE, den
Natriumtransport tber den cAMP/PKA-Signalweg und die ENaC-Anzahl an der apikalen
Membran wird gesteigert (65). Die unterschiedliche Wirkung der Prostaglandine auf den
Natriumtransport ist durch verschiedene Prostaglandinrezeptoren EP1-EP4 bedingt (66). Im
Aldosteron-sensiblen  distalen ~ Nephron ~ (ASDN)  sind  ausschlieBlich  die
Prostaglandinrezeptoren EP1, EP3 und EP4 vorhanden (67). EP1- und EP3-
Prostaglandinrezeptoren befinden sich an der basolateralen Membran und inhibieren den
Natriumtransport (66:68;69). Der EP1-Prostaglandinrezeptor wirkt tber den IPs/Ca?*/PKC -
Signalweg (66;68). Der EP3-Prostaglandinrezeptor fiihrt Uber Gi-Protein-Koppelung zum
Abfall von cAMP und er kann auch MAP-Kinasen und PI13K aktivieren (37).

Der EP4-Prostaglandinrezeptor befindet sich an der luminalen Membran und aktiviert ENaC
uber den cAMP/PKA Signalweg (66).

Uber die Arachidonat-5-Lipoxygenase (5-LO) entsteht aus Arachidonséaure Leukotrien D4. Es
stimuliert ENaC in A6 Zellen (70).
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Abb. 6: Arachidonsdure und ihre Metabolite Prostaglandin (PG), Eicosanotrienséure (ET) und Leukotrien
(LT). Die Schlusselenzyme sind Cyclooxygenase (COX), P-450 Epoxygenase und Arachidonat-5-Lipoxygenase
(5-LO).

Mit Hilfe von Cyclooxygenasen werden aus Arachidonséure Prostaglandine synthetisiert. Es
gibt zwei Isoenzymen der Cyclooxygenase: Die Cyclooxygenase-1 (COX-1) und die
Cyclooxygenase-2 (COX-2). Die Exsistenz einer Cyclooxygenase-3 wird vermutet. COX-1
und COX-2 besitzen dieselben Substrate, Produkte und katalysieren dieselben enzymatische
Reaktionen. COX-1 reguliert unter physiologischer Bedienung die Synthese von
Prostaglandinen. Die Transkription von COX-2 wird unter Stress (z.B. Entziindungsprozesse)
angeregt (62;71). Mit Hilfe der Cyclooxygenasen werden aus AA Prostaglandine-Serie-2
produziert. Prostaglandin-H, (PGH,) ist Vorlaufer firr alle andere Prostaglandine-Serie-2:
Prostaglandin-E, (PGE,), Prostaglandin-1, (PGl; ), Prostaglandin-F,, (PGF,,), Prostaglandin
D, (PGD,). Prostaglandine wirken Uber Prostaglandinrezeptoren. Prostaglandinrezeptoren
EP1-EP4 gehdren zu Gruppe der G-Protein-gekoppelten Membranrezeptoren. Cyclisches
Adenosinmonophosphat und Ca** dienen als Second-Messenger fiir Prostaglandinrezeptoren
(72).

Aus Arachidonséaure wird mit Hilfe des Enzyms Arachidonat-5-Lipoxygenase (5-LO) Uber 5-
Hydroperoxyeicosatetraensaure (5-HPETE) das instabile Leukotrien A4 (LTA4) gebildet.
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LTA4 ist dient als Vorlaufer fir alle andere Leukotriene. Aus LTA, entstehen Leukotrien B4
(LTB4) und Cysteinyl-Leukotriene: Leukotrien C4 (LTC4), Leukotrien D4 (LTDA4),
Leukotrien E4 (LTE4). Leukotrienrezeptoren gehéren zu Gruppe der G-Protein-gekoppelten
Membranrezeptoren. Ca?* -lonen, cAMP und Diacylglycerin (DAG) sind Second-Messenger-
Systeme flr Leukotrienrezeptoren. LTB4 wirkt tiber Leukotrienrezeptoren BLT1 und BLT2,
Cysteinyl-Leukotriene wirken tber CysLT1 und CysLT2 Rezeptoren (73).

Uber Cytochrom P450-Epoxygenasen entstehen aus Arachidonséure
Epoxyeicosatrienséduren (EETS). EETSs sind Produkte der CYP2C- und CYP2J-Enzymfamilie.
EETs bilden Regioisomere 5,6-EET; 8,9-EET; 11,12-EET; 14,15-EET. In der Niere sind von
grofRer Bedeutung 11,12- und 14,15-EET. 11,12- und 14,15-EET fihren zur Vasodilatation
und wirken natriuretisch und damit antihypertensiv. EETs werden durch l6sliche
Epoxidhydroxylase (sEH) zu DHETs (dihydroxyeicosatrienoic acids) abgebaut. DHETS
haben keine oder eine schwache antihypertensive Wirkung (74). EETs aktivieren Ca®" -
abhingige -K* Kanile (BKCa) mit groBer Leitfahigkeit. Die Aktivierung der BKCa fiihrt zum
Einstrom wvon K'-lonen in die glatte Muskulatur der GefaBe. Es resultiert eine
Hyperpolarisation und Vasodilatation (74;75). Im kortikalen Sammelrohr hemmen EETs
(insbesondere die 11,12-EET) ENaC (76).

Die Wirkung von EETs wird vermutlich sowohl Uber klassische G-Protein gekoppelte

Rezeptoren, als auch direkt am Zielprotein im Zytosol oder in der Membran erreicht (75).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

In dieser Arbeit wurde die Rolle der Phospholipase A2 und ihrer einzelnen Metabolite in der
Regulation des epithelialen Natriumkanals beim hypotonischen Stress untersucht. Sie
versucht die folgenden Fragen zu kléren: Ist die Phospholipase A2 oder einer ihrer Metabolite
bei der Regulation des Natriumtransportes bei Anderung der Osmolalitat beteiligt? Uber
welche Signalwege findet die Regulation statt? Sind einzelne Signalwege unabhéngig

voneinander oder hangen sie zusammen?
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

Im Laufe meiner Arbeit hatte ich stdndige Unterstiitzung durch Dipl.-Biologin Sandra

Grussel, an deren Zellkulturprotokoll ich mich orientiert habe.

Die A6 Zellen stammen von Dr. J. P. Johnson, Universitat Pittsburgh, Pittsburgh, PA und
wurden freundlicherweise von Prof. Paul Steels bzw. Dr. Humbert De Smedt, K.U.Leuven

Belgien zur Verfiligung gestellt.

A6 Zellen stammen aus dem distalen Nierentubulus von Xenopus laevis. Die Dauer der
Kultivierung betrug 9 bis 25 Tage. Die verwendeten Zellpassagen waren 89 bis 96. Die Zellen
bendtigten eine Temperatur von 28 °C und 1% CO, im Brutschrank (Heraus Heracell).

Das verwendete Zellkulturmedium war eine Mischung (1:1) aus Leibovitz’s L-15 (Sigma-
Aldrich) und Ham’s F-12 Supplement (Lenaxa, Kansas).

Aullerdem wurden zugeflgt:

10% FCS (Biochrom AG, Berlin)

2,6 mM NaHCO3 (Sigma-Aldrich)
3,8 mM L-glutamine (Sigma-Aldrich),
100 U/ml penicillin

100 pg/ml streptomycin

Die Osmolalitat betrug 260 mosmol/kg, pH-Wert 8,2.

Die Zellpassage wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt. Nach dem Abnehmen des
Uberstandes wurde in die Kulturflasche (25 cm? bzw. 75 cm?) 1-2 ml Accutase gegeben.
Danach wurden die Zellen fir 15 min bei 28 °C inkubiert. Die vom Boden abgeldsten Zellen
wurden mit 10 ml PBS resuspendiert, in 15ml Roéhrchen Gberfihrt und bei 1000g 10 min
zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Uberstandes wurden die Zellen in 5ml Zellmedium

resuspendiert.

Die Zellen wurden in der Zahlkammer (Neubauer improved, Kammerfaktor 10%) mittels eines
Olympus CK2 Mikroskops (Olympus Optical CO., LTD.) gezahlt. Dafir wurde die

Zellsuspension mit Trypanblau im Verhaltnis [1:2] versetzt.
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Zellen x Kammerfaktor x Verdinnung = Zellen/ml (1)

(Zellen/ml) x Vges = Gesamtzellzahl (2)

Bei der Neuaussaat wurden 500l bzw. 1000ul Zellsuspension in eine 5ml bzw. 20ml
Kulturflasche gegeben. Das restliche Volumen wurde mit Kulturmedium aufgefullt.

Bei der Neuaussaat wurde die Passagezahl um eins erhéht.
Fur die Experimente wurden die Zellen auf permeablen Filtern ausgesdht. Die in den
Experimenten verwendeten Filter waren Corning Costar Transwell Permeable Supports Nr.

3470 aus Polyester (PET). Bei der Aussaat auf die Filter wurde eine Zellzahl von 0,75 X 10*

pro Filter gewahlt. Das notwendige Zellsuspensionsvolumen wurde folgendermaRen

ausgerechnet:

_ 0,75x10" Zellen
Filter Zellen/ ml

Die Filterplatte wurde bei einer Temperatur von 28 °C und 1% CO, im Brutschrank inkubiert.

Der Mediumwechsel erfolgte alle 3-4 Tage.

2.2 Kontrolllésung

Die verwendete Kontrolllésung fiir die Experimente in der Ussing-Kammer war eine Ringer-

Ldsung ohne Magnesium.

Stoff Molmasse Konzentration Einwaage
[a/mol] [mmol/l] [0] fur 5l
NaCl 58,44 123,5 36,0865
KHCO; 100,12 2,5 1,2515
CaCl, * 2H,0 147,02 1 0,7350
Glucose 180,16 5 4,504

Tab. 1: Zusammensetzung der Kontrolllosung; pH: 8,2 (NaOH; HCI); Osmolalitat: 260 mosmol/kg
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Stoff Molmasse Konzentration Einwaage
[g/mol] [mmol/l] [0] far 51
NaCl 58,44 73,5 21,4765
KHCO3 100,12 2,5 1,2515
CaCl, * 2H,0 147,02 1 0,7350
Glucose 180,16 5 4,504

Tab. 2: Zusammensetzung der hypotonen Losung; pH: 8,2 (NaOH; HCI ); Osmolalitat 160 mosmol/kg

Die Osmolalitat der verwendeten Ldsungen belief sich auf 260 mosmol/kg (isoosmolare
Kontrolllésung) und 160 mosmol/kg (hypoosmolare Losung). Die Osmolalitat wurde mit

NaCl eingestellt.

Die Messung der Osmolalitat wurde mit Hilfe eines Gefrierpunkt Osmometers OSMOMAT®
030 von Gonotec durchgefiihrt. Die Zweipunkteichung erfolgte am Osmomat mit 850

mosmol/kg und 0 mosmol/kg (Aqua dest.).

Fur das Abwiegen wurde eine Mettler AE IC3 Waage und fir die Einstellung des pH-Wertes

ein Knick Prézisions pH-Meter verwendet.

2.3 Substanzen

Die eingesetzten Chemikalien waren vom hochsten Reinheitsgrad. Amilorid wurde von der

Firma Sanofi freundlicherweise zur Verfugung gestellt.

Ethanol (99,9 %), p.a. — Merck, Darmstadt, D war das Lésungsmittel fiir Resveratrol und
Nordihydroguaiaretic acid (NDGA).

Dimethylsulfoxid (C,HsSO, M=78,13 g/mol, von Carl Roth GmbH + Co. KG) diente als
Losungsmittel fur Celecoxib, Indomethacin, Amilorid, Bromoenol lactone (BEL), MS-PPOH.

Alle Inhibitoren wurden zur basolateralen Seite zugegeben und waren im Laufe des ganzen
Experiments prasent. Die Konzentration des Losungsmittels in der Experimentallésung war
stets kleiner als 1 Promille und hatte in dieser Konzentration keinen Eigeneffekt. Die

Substanzen wurden von Firmen Sigma-Aldrich und Biomol bezogen.
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2.4 Ussing-Kammer

2.4.1 Funktion und Aufbau

Die Messung des transepithelialen Potenzials (TEP) wurde mit der Hilfe der Ussing-Kammer
durchgefiihrt. Fir diese Arbeit wurden zwei Ussing-Kammern nach Willy van Driessche
(Abbildung 7) (77).

Die Ussing-Kammer bestent aus zwei voneinander getrennten Halbkammern, was die
Trennung zwischen der luminalen (obere Halbkammer) und der basolateralen (untere
Halbkammer) Seite ermdglicht. Die Fassung der oberen Halbkammer betragt 1,1 ml und der
unteren 1,6 ml. Die elektrische Isolierung zwischen den beiden Halbkammern besteht aus
einem passenden O-Ring. Der costar® Transwell® Filtereinsatz wird durch diesen Ring
hindurch in die untere Halbkammer eingesetzt.

Es gab zwei Typen von Silber-Chlorid Elektroden: Messelektrode und Stromelektrode. Wenn
die Stromelektrode nach dem Chlorieren sofort zum Einsatz bereit war musste die
Messelektrode noch zusammen gebaut werden. Die Messelektrode bestand aus einer
chlorierten Elektrode, 1 M KCI und einer Agarbriicke (2,5% Agar in 1M KCI).

Die Messelektroden wurden dicht vor der Epitheloberflaiche platziert. Die beiden
Halbkammern wurden kontinuierlich perfundiert. Die Experimentalldsung wurde (ber
Zulaufheizungen (TC344B bzw. TC-324B Automatic Temperature Controller und Inline
Heater, Modell SH-27B, Warner Instrument Corporation) auf 28 C° aufgeheizt und konstant
gehalten. Die Verstarkung des Signals von U=100mV/mV erfolgte tber den Ussing-
Verstarker UPG3 (AD-Elektronik, Buchenbach). Der Strompuls war periodisch (7/min, Dauer
2s) und betrug 1 pA. Das Spannungssignal wurde analog auf Schreiberpapier aufgezeichnet.
Die Messschreiber von der Firma Kipp und Zonen hatten eine Durchlaufgeschwindigkeit von

0,2mm/s.

Die Messung wurde im Open-Circuit Modus durchgefiihrt. Die tatsachlichen Werte wurden
nach Abzug des Leerwertes berechnet (Costar® Transwell® Filter ohne Gewebe). Der

Leerwert wurde stets zu Beginn und am Ende der Messungen kontrolliert.
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Abb. 7: Ussing-Kammer nach Willy van Driessche; mogliche Anordnung der Anschlisse (Grafik aus (77),
verandert)

2.4.2 Messprotokoll

Um die Konfluenz der Zellschichten zu tberprifen wurde der elektrische Widerstand des
Epithels unter Zellkulturbedingungen (TEER) mit Hilfe eines Widerstandsmessgerates
(EVOM) uber ein mit Elektroden versehenes Kulturschalchen (Endohm-6), beides World
Precision Instruments Inc., gemessen. Der charakteristische TEER Wert von konfluenten A6
Zellen lag uber 4000 Q x cm? und wurde als Untergrenze fur die Verwendung der Filter in der

Ussing Kammer gesetzt.

In der Ussingkammer flihrte der abgegebene Strompuls (I(Puls)) zum Spannungsabfall AVe.
Auf dem Messschreiberpapier konnten Vi und AV sofort ausgemessen werden, woraus Ree,
I’sc und AI’sc nach dem Ohm'schen Gesetz berechnet werden konnten. Da der Widerstand des
leeren Filters nur etwa 1% des Gesamtwiderstandes betrug, wurde auf eine Leerwertkorrektur

von Ry verzichtet.

Alle Versuche verliefen &hnlich. Sowohl die obere, als auch die und untere Kammer wurden
mit Kontrolllésung gefullt. Die Filter aus der Kontrollgruppe oder der Stoffgruppe wurden in
die Ussing-Kammer eingespannt. Danach bekamen die Gewebe ca. 30 min Zeit, sich an die

neuen Bedingungen zu gewohnen. Wéhrend dieser Zeit wurde Amilorid (50uM) zur oberen
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Kammer fir ca. 2 min zugegeben und in Anschluss ausgewaschen. Isoosmolare
Kontrolllosung (260 mosmol/kg) wurde durch hypoosmolare Kontrolllosung (160
mosmol/kg) in den beiden Halbkammern ausgetauscht. Danach wurden die Gewebe fur ca. 40
min dem hypotonischen Stress ausgesetzt. Wéahrend dieser Zeit lief in der Kontrollgruppe nur
hypoosmolare Kontrollldsung beidseits. In der Stoffgruppe lief in der luminalen Halbkammer
hypoosmolare  Kontrolllésung, in der basolateralen Halbkammer hypoosmolare
Kontrolllosung unter Zugabe eines Hemmstoffs in entsprechender Konzentration. Am Ende
dieses Abschnittes wurde wieder Amilorid zur oberen Kammer fur ca. 2 min zugegeben und
in Anschluss ausgewaschen. Der aquivalente Kurzschlussstrom (I'sc) wurde nach 3', 5, 15,

30, 40" ausgerechnet. Abbildung 8 zeigt eine beispielhafte Aufzeichnung einer Messung.
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Abb. 8: Darstellung des typischen Verlaufes der Spannungsaufzeichnung gegen die Zeit in einem Experiment
mit hypotonischem Stress in A6 Zellen. Originalaufzeichnung auf Schreiberpapier. a - Ausgangswert nach dem
Beginn des Experimentes; b - Vorkontrolle zu Amilorid; ¢ - in Anwesenheit von Amilorid [A]; d - nach
Auswaschen von Amilorid; e - Vorkontrolle vor dem hypotonischem Stress; 3',5',15',30',40'-Zeit nach Einsetzen
des hypotonischen Stress. Am Ende Hemmung mit Amilorid [A] zum ENaC Nachweis der stressbedingten
Spannungsanderung. Die Sadulengrafik im unteren Bildteil zeigt die Mittelwerte der berechneten dquivalenten
Kurzschlussstrome (I°sc) an den genannten Messpunkten fiir die Kontrollgruppe (schwarz) und eine Stoffgruppe
(rot).
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2.4.3 Auswertung und Statistik
Die Berechnung des transepithelialen Widerstandes R und des &quivalenten
Kurzschlussstromes I’ erfolgte nach dem Ohm'schen Gesetz (U =R * I):

Beide Parameter wurden auf die Flache der Zellkultur bezogen, um sie mit Messungen aus

der Literatur vergleichbar zu machen.

R, = AV x Flache
I (Puls)

Der &quivalente Kurzschlussstrom I'sc ist ein Mal3 fur den durch elektrogenen epithelialen
Transport erzeugten Strom. Er wurde aus dem transepithelialen Widerstand Ry und dem
transepithelialen Potential Vi der ermittelt.

Die Ergebnisse wurden in Form eines S&ulendiagrammes als Mittelwert =+

Standardabweichung des Mittelwertes (SEM) dargestellt.

Alle Versuche mit Hemmstoffen sind ungepaart. Die statistische Auswertung erfolgte mit

dem Software-Programm Excel.

Dabei wurde der Zweistichproben-t-Test fir zwei ungepaarte Stichproben (d.h. immer eine

ungepaarte Kontrolle pro Substanz) benutzt.

Die Irrtumswahrscheinlichkeit <5% (p<0,05) wurde als Signifikanzschwelle gesetzt, was

sowohl im Text, als auch in den Abbildungen mit einem Stern (*) markiert wurde.
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3 Ergebnisse
Die Rolle von PLAZ2 in der Regulation des epithelialen Natriumkanals (ENaC) bei Anderung

der Osmolalitdt wurde mit Hilfe von Inhibitoren der PLA2 und Inhibitoren der Enzyme, die

PLA2-Metabolite erzeugen untersucht.

Hypotoner Stress—» .PLAZ'L‘\Qumacrm.
iPLA2—_Bromoenol lacton
) ﬂ basolateral
apical
NDGA L\' K
. . CI
Arachidonsaure HCO,
T\ / l c-
(COX) +
CFIR  5-LOX P-450epoxygenase/ \ H
CaZt +
14,15-EET  COX1 COX2/ Na
cr S-HPETE
3Na*
14,15-DHET ATP
Resveratrol Prostaglandine
ENaC %K+
/ D Na*
Na* > plel}
D ”
Amilorid j

Abb. 9:  Zellmodell mit den méglichen Angriffsorten fir Inhibitoren der PLA2 und der Enzyme, die ihre
verschiedenen Metabolite bilden.

Die Abbildung 9 zeigt die schematische Darstellung einer A6 Zelle mit den Angriffspunkten
der in dieser Arbeit eingesetzten Hemmstoffe wie in Abbildung 5 bereits dargestellt. Die
Wahl dieser Stoffe und die eingesetzte Konzentration fiir maximale Hemmung stiitzten sich
auf die Fachliteratur. Ein entsprechender Ausschnitt aus dieser Abbildung ist den jeweiligen

Abschnitten der Ergebnisse zur besseren Ubersicht als kleine Skizze vorangestellt.
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3.1 Hemmung der Phospholipase A;

Quinacrin

PLA2
m?f F——QUINACRIN

{

‘/Arachidonsi-iure HCO;
5-LOX P-450 epoxygenase
14,15-E67 COX1 COX2

Hypotoner Stress———

) basolateral
apical

(cox)

14,15-DHET
Prostaglandine

Amilorid

In den folgenden Experimenten wurde die hemmende Wirkung von Quinacrin (100 uM) auf
I’sc untersucht. Die Anzahl der Versuche war n = 7 (Kontrollgruppe) und n = 6 (Quinacrin-
Gruppe). Die Dauer der Zellkultur zwischen Aussaat und Konfluenz war zwischen 9 und 17

Tage.

In Abbildung 10 ist die hemmende Wirkung von Quinacrin auf I’sc beim hypotonischen
Stress dargestellt. Mit Hilfe von Quinacrin konnte die Aktivierung von 1'sc durch
hypotonischen Stress verhindert werden. Die Hemmung von I’sc durch Quinacrin war nach

30 min vollstandig.

9 - . 160 mosm/kg

3 5 15" 30" 40

-4 - * H control

6 - B quinacrine

I'sc [uA/cm?]

n=7/6

Abb. 10: Wirkung von Quinacrin auf I’sc beim hypotonischen Stress in A6-Zellen
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Aristolochiasaure

PLA2
iP|
| basolateral

\ N

f — C

Arachidonsdure HCO, T
A

M COX
5-10X P-dSUeppnygenase( ) - T
14,1$-EET CoX1 CoX2 Na*

14,15-DHET ATP
/ Prostaglandine
ENaC 2K,

.—/’/ Na*

Hypotoner Stress——

apical

Amilorid

Aristolochiaséure ist ein weiterer PLA2 Hemmstoff und wurde ebenfalls in der Konzentration
100 puM eingesetzt. Die Anzahl der Versuche ist n = 6 (Kontrollgruppe) und n = 6
(Aristolochiaséure-Gruppe), die Dauer der Zellkultur zwischen Aussaat und Konfluenz war
zwischen 12 und 19 Tage. Die Abbildung 11 =zeigt die hemmende Wirkung von
Aristolochiasaure auf 1'sc im Laufe des hypotonischen Stress. Im Gegensatz zu Quinacrin
hemmte Aristolochiaséure 1"sc schon zu Beginn des hypotonischen Stress und auch in der
Phase vorher. Allerdings entfaltet sich die hemmende Wirkung von Aristolochiasdure auf I”sc

nach 30 min und 40 min nicht vollstandig, wie es bei Quinacrin der Fall war.

100umol/I aristolochic acid

amil 160 mosm/kg

3 5 15 30" 40

H control

O aristolochic
acid

I'sc [ pAfcm?]
B

.8

=10 -

-12 -

14 n=6/6

Abb. 11: Wirkung von Aristolochiasdure auf 1’sc beim hypotonischen Stress in A6 Zellen
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Bromoenol lacton

Bromoenol lacton (BEL) ist ein Hemmstoff der calciumunabhdngigen PLA2 (iPLA2). Die
eingesetzte Konzentration von BEL betrug 25 pM. Die Anzahl der Versuche ist n = 6
(Kontrollgruppe) und n = 6 (BEL-Gruppe). Die Kultivierung dauerte 14 Tage. Abbildung 12
zeigt die I’sc Werte der Experimente mit BEL. BEL hatte keine hemmende Wirkung auf den

Hypotoner Stress—

apical

Cl

cl

Amilorid

PLA2
'Plﬁ F—— BROMOENOL LACTON

h

basolateral

14,15-EET COX1 COX2
5-HPETE

14,15-DHET
/ Prostaglandine

-

epithelialen Natriumkanal (ENaC) beim hypotonischen Stress.

I'sc [uAlcm ?]

n=6/6

25pmol/l BEL

160 mosm/kg

3 5 157 30" 40°

H control
B BEL

Abb. 12: Wirkung von Bromoenol lacton BEL auf I"sc beim hypotonischen Stress in A6 Zellen.
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3.2 Hemmung der Arachidonat-5-Lipoxygenase

Nordihydroguajaretsaure (NDGA)

PLA2
iPLA2
0N basolateral

1

NDGA Arachidonsaure HCO;

Hypotoner Stress——*

apical

COX|
5-LOX P-ASOepoxygenase( )

14,15-Ec7  COX1 COX2

Amilorid

Mit Hilfe von NDGA wurde geprift, ob Leukotriene einen Einfluss auf ENaC beim
hypotonischen Stress haben. Die Anzahl der Versuche war n = 7 (Kontrollgruppe) und n = 7
(NDGA-Gruppe), die Dauer der Zellkultur zwischen Aussaat und Konfluenz war zwischen 11
und 18 Tage. Die Konzentration von NDGA betrug 50 M. Abbildung 13 zeigt die I’sc Werte
der Experimente mit NDGA. Es hemmte I'sc partiell nach 15 min, 30 min und 40 min beim
hypotonischen Stress. Aus der Versuchsreihe mit NDGA ist auf eine wichtige Rolle von

Leukotrienen bei der Regulation von ENaC bei Anderung der Osmolalitat zu schlieRen.

50pmol/l NDGA

2 - m 160mosm/kg

3 57 15 30 40°

I'sc [ pA/cm?]

n=7/7

-12 -

N control
@ NDGA

Abb. 13: Wirkung von NDGA auf I’sc beim hypotonischen Stress in A6-Zellen.
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3.3 Hemmung der Cyclooxygenasen

Indomethacin

PLA2

iPLAZ

Hypotoner Stress——>

apical \,\
‘/Arachit‘ionséiure \ HCO;
|
a '
COX
CFIR  5-LOX P-450epoxygenase( )
a i l 14,11_557 COX1 COX2
5-HPETE T
14,15-DHET
/ Prostaglandine
ENaC e

Amilorid

Indomethacin  hemmt unspezifisch beide Subtypen der COX. Die Konzentration von
Indomethacin betrug 50 pM. Die Anzahl der Versuche variierte zwischen n = 6
(Kontrollgruppe) und n = 7 (Indomethacin-Gruppe), die Dauer der Zellkultur zwischen
Aussaat und Konfluenz war zwischen 11 und 19 Tage. Abbildung 14 zeigt die I’sc Werte der
Experimente mit Indomethacin. Der Effekt von Indomethacin war nicht eindeutig.
Indomethacin inhibierte 1"sc unter Kontrollbedingungen und nach 15 min, zeigte aber keinen

signifikanten Effekt mehr nach 30 min und 40 min.

50umol/l indomethacin

amil 160 mosm/kg
3° 5 15" 30" 40°

* H control

g Oindomethacin

I'sc [ uA/cm?]
1
(o]
|

-20 - n=6/7

Abb. 14: Wirkung von Indomethacin auf I"sc beim hypotonischen Stress in A6-Zellen.
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Resveratrol

PLA2

Hypotoner Stress— iPLA2

. 8 basolateral
apical \,\
Arachidonsaure HCO,
a . -
5-LOX P-450 (‘?)X)

14,15-EeT  COX1 COX2

.
5-HPETE
14,15-DHET,
/ Prostaglandine

RESVERATRO

Amilorid

Reveratrol hemmt die Cyclooxygenase 1 (COX 1). Die Anzahl der Versuche variierte
zwischen n = 5 (Kontrollgruppe) und n = 6 (Resveratrol-Gruppe), die Dauer der Zellkultur

zwischen Aussaat und Konfluenz war zwischen 11 und 12 Tage. Die Konzentration von

Resveratrol betrug 50 pM. Abbildung 15 zeigt dic I’sc Werte der Experimente mit

Resveratrol. Aus der Versuchsreihe ist die Hemmung von 1’sc sowohl in isoosmolarer

Kontrolllésung, als auch beim hypotonischem Stress eindeutig zu sehen.

160 mosm/kg

3 5 15 30

I’'sc [ pA/cm?]

n=5/6

40

mcontrol
Eresveratrol

Abb. 15: Wirkung von Resveratrol auf I'sc beim hypotonischen Stress in A6-Zellen
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Celecoxib
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Celecoxib ist ein Hemmstoff der Cyclooxygenase 2 (COX 2). Die Anzahl der Versuche
variierte zwischen n = 5 (Kontrollgruppe) und n = 6 (Celecoxib-Gruppe), die Dauer der
Zellkultur zwischen Aussaat und Konfluenz war zwischen 12 und 21 Tage. Die Konzentration
von Celecoxib betrug 50 pM. Abbildung 16 zeigt die I’sc Werte der Experimente mit

apical
I
cl

Cl-

o]

cr

Celecoxib.
100umol/I celecoxib
2 amil 160 mosm/kg
3° 5° 15" 30" 40°
E
L Hcontrol
§_ Ocelecoxib
ey *
\UI
12 A
*
14 n=5/6
16 *

Abb. 16: Wirkung von Celecoxib auf I"sc beim hypotonischen Stress in A6 Zellen

Erstaunlicherweise kam es zur Aktivierung von I"sc durch Celecoxib sowohl in isoosmolarer
Kontrolllésung, als auch beim hypotonischen Stress. Aus dieser Beobachtung ist auf eine

differenzielle Beteiligung der COX bei der Regulation des epithelialen Natriumtransports zu

schlielen.
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3.4 Hemmung der Cytochrom P450 Epoxygenase.

MS-PPOH

PLA2

iPL
: ﬁ basolateral

Hypotoner Stress——

apical

Amchidonsiure HCO,
|

/s
| (cox)

]
5-LOX P-450ep‘oxvgenase
2+
= 14,1%-551 COX1 COX2

Amilorid

Mit Hilfe von MS-PPOH wurde schlieBlich die Beteiligung der Cytochrom P450
Epoxygenase an der ENaC Regulation Gberpruft. Die Anzahl der Versuche variierte zwischen
n = 7 (Kontrollgruppe) und n = 9 (MS-PPOH-Gruppe), die Dauer der Zellkultur zwischen
Aussaat und Konfluenz war zwischen 9 und 25 Tage. Die Konzentration von MS-PPOH
betrug 50 uM. Die Grafik in Abbildung 17 zeigt keinen Unterschied von 1'sc zwischen der
Kontroll- und der Stoffgruppe.

9 50pmol/l MSPPOH
amil ‘ 160 mosm/kg
3 5 15" 30" 40

Econtrol

OMSPPOH

1
N
|

1
IS

I'sc[ pA/cm?]

-10 -
n=7/9

Abb. 17: Wirkung von MS-PPOH auf I"sc beim hypotonischen Stress in A6 Zellen
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4 Diskussion

4.1 Schlussfolgerung aus den Experimenten.

Die Regulation des Natriumtransportes in Epithelzellen im Aldosteron-sensiblen distalen
Nephron (ASDN) ist wichtig flr die Aufrechthaltung des Wasser-Elektrolyt-Haushaltes. Der
Natriumtransport durch ENaC im ASDN ist der limitierende Faktor fur die Natriumaufnahme
und die Blutdruckkontrolle (78). A6 Zellen wurden als einfach zu handhabendes Zellkultur-
Modell des Sammelrohres gewdhlt. Sie haben viele funktionelle Ahnlichkeiten zum
Sammelrohr in Bezug auf den epithelialen Natriumtransport und dieser kann zuverlassig
experimentell stimuliert werden (8). Dies konnte am Beispiel von Quinacrin gezeigt werden.
Es hemmte in A6-Zellen, wie bereits in der Literatur (19) beschrieben, den mit
hypotonischem Stress induzierten 1'sc vollstdndig, ohne die basale ENaC Aktivitat zu
beeinflussen. Bei den Versuchen mit Aristolochiasaure, dem spezifischen Inhibitor von
CPLA2 (24;25), konnte nur eine partielle Hemmung von 1’sc erreicht werden. Allerdings
hemmte Aristolochiasdure den Natriumtransport sowohl im isotonischen Zustand, als auch im

hypotonischen Stress.

Die Versuchsreihe mit Bromoenol lactone, dem Inhibitor der Ca®*-unabhangigen PLA2
(iPLA2), hat gezeigt, dass nur die Ca**-abhangigen Typen der PLA2 bei der Regulation von
ENaC beim hypotonischen Stress beteiligt sind.

In den Versuchen mit NDGA, dem spezifischen Inhibitor der Arachidonat-5-Lipoxygenase,
konnte ich in meinen Experimenten eine I’sc-Hemmung 15, 30, und 40 min nach Beginn des
hypotonischen Stress sehen. Die Hemmung mit NDGA hatte keinen Einfluss auf den

Natriumtransport im isotonischen Zustand.

Die Versuchsreihe mit Indomethacin, dem Hemmstoff beider Cyclooxygenasen, lieferte kein
eindeutiges Ergebnis. Indomethacin inhibierte voriibergehend den I'sc 30 min nach Beginn
des Experiments in isoosmolarer Lésung und 15 min nach Beginn des hypotonischen
Stresses. Indomethacin zeigte am Ende aber keine Wirkung auf 1’sc 30 min und 40 min nach
Beginn des hypotonischen Stress. Bei COX-1-Hemmung durch Resveratrol konnte man eine
signifikante Hemmung von I’sc sowohl in der isoosmolaren, als auch in der hypotonischen
Ldsung beobachten. Dagegen konnte bei Hemmung von COX-2 durch Celecoxib sogar eine
Aktivierung von I’sc in isoosmolarer und hypotonischer Ldsung beobachtet werden. Die

entgegengesetzte Wirkung von COX-1 und COX-2 Hemmung konnte die transiente und
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inkonstante  Wirkung von Indomethacin erklaren, da sich Stimulation und Hemmung
uberlappen. Daraus folgend aktiviert COX-1, und COX-2 hemmt den Natriumtransport
sowohl in isotonischer, als auch in hypotonischer Lésung.

In der Versuchsserie mit dem Cytochrome P450-Epoxygenase-Hemmstoff MSPPOH gab es
in meiner Arbeit keinen signifikanten Unterschied von I'sc zwischen der Stoff- und der
Kontrollgruppe. Es kann bedeuten, dass den EETs keine wesentliche Bedeutung bei der
ENaC—Regulation in A6 Zellen zukommit.

Zusammenfassend ist Uber PLA2 und ihre Metabolite in der ENaC-Regulation beim

hypotonischen Stress in A6 Zellen zu sagen:
1) Die Ca?* abhangige PLA2 stellt Arachidonséure bereit.
2) Der Leukotrienweg lber 5-LO aktiviert den Natriumtransport.

3) Der Prostaglandinweg reguliert Natriumtransport differenziell. COX-1 aktiviert und
COX-2 hemmt. Die Wirkung ist nicht auf den hypotonen Stress begrenzt, sondern

findet auch in isoosmolarer Lésung statt.

4) Die Cytochrom P450-Epoxygenaseprodukte haben wahrscheinlich keinen

wesentlichen Einfluss.

5) Da die Arachidonsdure in hemmende und aktivierende Wege divergiert, muss die
Ruckwirkung der Hemmung einzelner Wege auf die verfiigbare Substratkonzentration

fur andere Wege bertcksichtigt werden.

4.2 Hypothesen zur Rolle von MAP-Kinasen.

Es ist noch nicht vollstandig geklart, Gber welche Signalwege Natriumtransport bei niedriger
Osmolalitat in A6 Zellen reguliert wird. Durch osmotische Schwellung und mechanische
Membranspannung werden Rezeptortyrosinkinasen (RTK) aktiviert (18). Niisato et al. (18)
haben gezeigt, dass der Effekt von hypotonischer Losung auf Natriumtransport in A6 Zellen
ahnlich dem des ADH ist. Dabei wird die Anzahl von ENaC an der apikalen Membran und
die Offenwahrscheinlichkeit von ENaC gesteigert (18). Der hypotonische Stress soll in A6
Zellen die RTK aktivieren (41). Jedoch ist noch nicht vollstandig geklart, welches Mitglied
der MAP-Familie bei der Aktivierung des Natriumtransportes in A6 Zellen bei
hypotonischem Stress beteiligt ist. Niisato et al. berichtet, dass der hypotonische Stress ENaC
via p38-, ERK- und JNK-Signalwege aktiviert (79). Laut Taruno et al. sind nur INK/SAPK



4 Diskussion 33

via Phosphoinositid-3-Kinasen (PI13K)—Kaskade, aber nicht der ERK1/2-Signalweg bei der
Aktivierung beteiligt (41).

Wie bereits in der Einleitung berichtet wurde, verlauft die Aktivierung des Natriumtransports
beim hypotonischem Stress in zwei Phasen, der frihen nicht-genomischen und der spaten
genomischen Phase (16). Die friihe Phase des hypotonischen Stress, die mit der Aktivierung
von JNK/SAPK verbunden ist, fihrt zur ENaC-Translokation und zum Einbau in die apikale
Membran (16). In der spéten, genomischen Phase, ca. 30 min nach Beginn des hypotonischen
Stress, wird die Expression von SGK1-mRNA und allen drei Untereinheiten von ENaC
angeregt (16). Die Expression von SGK1-mRNA ist mit dem PI3K-Signalweg verbunden
(80). Laut Rozansky et al. spielt der PI3K-Signalweg eine wichtige Rolle bei der Aktivierung
des Natriumtransports in A6 Zellen sowohl in der friihen, als auch in der spaten Phase des
hypotonischen Stress (80). PI3K kann ENaC einerseits (ber den PDK1/SGK1-Signalweg
aktivieren (81). Dabei wird die ENaC-Ubiquitinierung, Internalisierung und der Abbau
verhindert und die Anzahl von ENaC an der apikalen Membran erhoht (82). Andererseits
konnen PIP2 wund PIP3 direkt an ENaC binden und durch Erhéhung der
Offenwahrscheinlichkeit den Natriumtransport aktivieren (83). Zum einen haben Markadieu
et al. (84) in A6 Zellen gezeigt, dass ENaC lber den EGFR/PI3K-Signalweg aktiviert wird.
MAP-Kinasen wie ERK1/2 hemmen EGFR und dadurch auch den Natriumtransport (84).

Zusammengefasst spielen MAP-Kinasen und PI3K-Signalweg eine wichtige Rolle in der
Regulation des Natriumtransportes in A6 Zellen beim hypotonischen Stress. Ca®*-lonen
spielen eine wichtige Rolle in der genomischen Phase des hypotonischen Stresss (16). In A6
Zellen beobachtete man bei Zellschwellung, als Antwort auf die mechanische Dehnung der
Zellmembran, einen transienten Ca’*-lonen Anstieg (85). Zum anderen haben Matsumoto et
al. (19) gezeigt, dass die PLA2 und ihre Metabolite, bzw. PGE; den Natriumtransport in A6
Zellen beim hypotonischen Stress regulieren. PGE; aktiviert den Natriumtransport iber den
cAMP/PKA Signalweg (19). Durch Quinacrin, dem unspezifischen Inhibitor der PLA2 oder
Indomethacin, dem COX1/COX2-Hemmstoff, wird I’sc beim hypotonischem Stress in A6
Zellen signifikant reduziert (19). Dagegen zeigte Worrell et al. (24) eine hemmende Wirkung

von Arachidonsaure auf ENaC und eine aktivierende von PGE?2.

Waéhrend ich mit Quinacrin eine komplette Hemmung von I”sc beim hypotonischen Stress in
A6-Zellen erreichen konnte, bewirkte Aristolochiasdure sowohl im isotonischen Zustand, als
auch in hypotonischen Stress nur eine partielle Hemmung von I’sc. Im Gegensatz zu

Matsumoto et al. (19) lieferte meine Versuchsreihe mit Indomethacin keine eindeutigen
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Ergebnisse. 30 min nach Beginn des Experiments (d.h. in isoosmolarer Lésung) sowie 15 min
nach Beginn des hypotonischen Stress inhibierte Indomethacin 1°sc nur voribergehend.
Indomethacin hatte keine Wirkung auf 1'sc 30 min und 40 min nach Beginn des
hypotonischen Stress. Dabei beobachtete Matsumoto et al. (19) einen 1"sc-Anstieg von 20
pA/cm? in isotonischer Lésung und bis zu 39 pA/cm? im hypotonischen Stress (19). In
meinen Experimenten steigerte sich I’sc von -2,6 uA/cm’ bis auf -14,7 uA/cm?® Die nicht
eindeutigen  Ergebnisse  mit  Indomethacin  konnten  durch  unterschiedliche
Ausgangsbedingungen oder durch eine entgegensetzte Wirkung von COX1/COX2 und 5-LO

erklart werden.

Laut Cantiello et al. (70) aktiviert 5-LO bzw. LTD4 ENaC in A6 Zellen in isotonischer
Losung durch Erhoéhung der Offenwahrscheinlichkeit und der Anzahl in der apikalen
Membran. In meinen Versuchen zeigte NDGA, der spezifische Inhibitor von 5-LO keine
Wirkung auf den Natriumtransport in isotonischer Losung. Die Wirkung von NDGA setzte

erst in hypotonischer Lésung jedoch bereits wahrend des RVD ein.

4.3 Madagliche Signalwege der Regulation des epithelialen Natriumkanals
(ENaC) via PLA2 und ihrer Metabolite bei niedriger Osmolalitét in
unterschiedlichen Zellsystemen

ENaC wird durch die Anderung der Offenwahrscheinlichkeit und der Anzahl der leitfahigen

Kanéle in der apikalen Membrane reguliert (1). In vielen ENaC-exprimierenden Epitheltypen

ist die schnelle Aktivierung des Natriumtransportes durch ADH via cAMP/PKA-Signalweg

bedingt (86). Es wird diskutiert, ob ADH den Natriumtransport durch Erhéhung der

Offenwahrscheinlichkeit oder Anzahl in der apikalen Membran aktiviert (87). Bei

wiederholter Stimulation des kortikalen Abschnittes des Sammelrohrs (CCD) der Maus mit

Forskolin, einem direkten cAMP-Stimulator, beobachtet man eine Steigerung der ENaC-

Anzahl in der apikalen Membran. Die Steigerung der ENaC-Anzahl ist durch den Einbau

neuer Kandle aus dem intrazelluldren Speicher bedingt (88). In A6 Zellen aktiviert der

cAMP/PKA-Signalweg den Natriumtransport durch Erhéhung der ENaC-Anzahl in der

apikalen Membran (89).

Wie PLA2 den Natriumtransport beim hypotonischen Stress aktiviert, ist nicht vollstandig
geklart. MAP-Kinasen sollen eine Schlusselrolle beim PLA2-Signalweg beim hypotonischem

Stress spielen (59;63). In Makrophagen wird cPLAZ2 via ERK und p38 - Signalweg aktiviert
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(90). In menschlichen Thrombozyten fuhrt die Aktivierung von SAPKs zu Freisetzung von
Arachidonsdure durch cPLA2 (91).

Der hypotonische Stress fihrt zum Verlust von Elektrolyten, wie CI" und K" und zum
Schrumpfen die Zelle (15). Eine niedrigere intrazelluldre Chloridionen-Konzentration in den
Zellen der Macula densa stimuliert die COX-2-Expression und die PGE; Freisetzung tber den
ERK1/2 und p38 Signalweg (20). In A6 Zellen aktiviert die niedrige Chloridionen-
Konzentration den Natriumtransport (92).

Zusammenfassend werden folgende Signalwege beim hypotonischen Stress aktiviert: Die
niedrige intrazelluldare Chloridionen-Konzentration fuhrt zur Aktivierung des RTK-
JNK/SAPK-P3K-PDK-Signalweges (41;80). Parallel dazu wird cPLA2 via ERK und p38-
Signalweg aktiviert (20;90).

Auch die mechanische Membrandehnung bei Zellschwellung konnte PLA2 via ERK1/2
Signalweg aktivieren (93). Die mechanische Membrandehnung bei Zellschwellung stimuliert
den Natriumtransport durch Aktivierung des EGF-Rezeptors (84). Jedoch dirfen erst
vorsichtige Aussagen Uber den Effekt von Prostaglandinen auf den Natriumtransport gemacht
werden. Im Allgemeinen wurde berichtet, dass Prostaglandine den Natrium- und

Wassertransport im Sammelrohr hemmen (94).

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, wird die unterschiedliche Wirkung von
Prostaglandinen auf den Natriumtransport durch verschiedene Prostaglandinrezeptoren EP1-
EP4 bedingt (66).

Dies kann bedeuten, dass COX-1 Produkte ENaC uber den EP4-Prostaglandinrezeptor
(cCAMP/PKA Signalweg) aktiviert. Dagegen hemmen COX-2 Produkte den Natriumtransport
Uber EP1- oder EP3-Prostaglandinrezeptoren. Allerdings setzt dies eine raumliche Trennung

der Stoffwechselwege in der Zelle voraus.

Die, Uber Cytochrom P450-Epoxygenasen entstehende, 11,12-EET inhibiert den
Natriumtransport in den Zellen des kortikalen Abschnittes des Sammelrohrs der Ratte (95).
Wei et al. (95) hat vorgeschlagen, dass Arachidonsdaure den Natriumtransport via 11,12.EET
hemmt. Im Kkortikalen Sammelrohr wirken EETSs, insbesondere 11,12-EET, auf den

Natriumtransport tiber Triebkraft der basolateralen K*-Kanéle (76).

In den Versuchen mit A6 Zellen konnte keine signifikante Wirkung der Hemmung von EET

Produktion auf den Natriumtransport beim hypotonischen Stress gesehen werden.
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Durch 5-LO aus Arachidonsdure entstehendes LTD, spielt eine wichtige Rolle bei der RVD
und beim K*-lonen-Verlust in EAT-Zellen (63). 5-LO wirkt Giber ERK1/2 und p38 Signalweg
(63). In A6 Zellen aktivieren Leukotriene den Natriumtransport (70). In meinen Experimenten
konnte 5-LO ENaC nur in der hypotonischen Losung aktivieren, dann bereits wéhrend der
RVD.

Das Ergebnis aus der Versuchsreihe mit NDGA fiihrte mich zur Schlussfolgerung, dass noch
andere Metabolite der PLA2 an der Regulation von ENaC beteiligt sein missen.

Der Prozess der Regulation des Natriumtransportes beim hypotonischen Stress ist duRerst
komplex und bedarf weiterer Untersuchungen.

Abbildung 18 zeigt den Versuch, die aktuelle Literatur beziiglich der ENaC Regulation in das
Modell der A6 Zelle zu Ubertragen.
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Abb. 18: Madgliche Signalwege in der Regulation von ENaC beim hypotonischen Stress in der A6-Zelle.
Mechanische Membrandehnung bei der Zellschwellung fihrt zur Aktivierung des EGF-Rezeptors, der zu den
Rezeptortyrosinkinasen (RTK) gehort. Der EGF-Rezeptor aktiviert die PI3K-Kaskade entweder direkt oder tiber
JNK/SAPK. PI3K kann ENaC einerseits tber den PDK1/SGK1-Signalweg aktivieren, anderseits kdnnen PIP2
und PIP3 direkt ENaC binden und durch Erhéhung der Offenwahrscheinlichkeit den Natriumtransport
aktivieren. PI3K kann PLA2 via ERK1/2 aktivieren. PLA2 setzt Arachidonsaure frei. Uber COX-1 Katalysiert
entsteht aus Arachidonsdure PGE, und bindet an den EP4-Prostaglandinrezeptor und aktiviert ENaC via
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cAMP/PKA-Signalweg. PKA kann entweder direkt ENaC durch Phosphorylierung der B- und y-ENaC-
Untereinheiten aktivieren oder PKA stimuliert den Natriumchloridtransport durch die Aktivierung des luminalen
CFTR-Chloridkanals. Katalysiert tiber COX-2 entsteht aus Arachidonsdure PGE, und bindet an den EP1- und
EP3-Prostaglandinrezeptor und hemmt ENaC. Der EP1-Prostaglandinrezeptor wirkt via IPy/Ca?*/PKC-
Signalweg. Der EP3-Prostaglandinrezeptor filhrt als Gi-Protein-gekoppelter Rezeptor zum Abfall von cAMP.
Uber 5-LO entstenht aus Arachidonsaure LTD, und aktiviert den basolateralen Kaliumkanal, der die elektrische
Triebkraft fir den Natriumtransport erzeugt. Es wird vermutet, dass EETS, insbhesondere 11,12-EET,
Natriumtransport durch Hemmung der basolateralen K*-Kanéle vermindert. Eine niedrige intrazellulare
Chloridionen-Konzentration bei Schwellung fihrt zu Aktivierung des RTK-JNK/SAPK-P3K-PDK-Signalweges
und ware damit ein positiver Riickkopplungsfaktor fiir die Natriumchloridaufnahme in die Zelle.
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5 Zusammenfassung

Die Regulation des Natriumtransportes durch den epithelialen Natriumkanal (ENaC) im
Aldosteron-sensiblen distalen Nephron ist der limitierende Faktor fur die Natriumaufnahme
und Blutdruckkontrolle. Bei Entgleisung dieses Prozesses kann es zu schwerwiegenden
Storungen des Salz-Wasser-Haushaltes kommen. Der Natriumstrom durch ENaC unterliegt
unterschiedlichen regulatorischen Systemen. Sie steuern ENaC durch Anderung der
Offenwahrscheinlichkeit, Anzahl der Kanéle und ihrer Leitfahigkeit. Dartiber hinaus kann
auch indirekt die elektrische Triebkraft fir den Strom beeinflusst werden. Die Phospholipase
A2 (PLA2) und ihre Metabolite spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation von ENaC.
Diese Rolle wurde in der vorliegenden Arbeit an A6 Zellkulturen untersucht, welche
funktionelle Ahnlichkeit mit den Hauptzellen des Sammelrohrs von Saugern aufweisen.
Dabei wurde der Natriumstrom durch ENaC sowohl unter isotonen Bedingungen, als auch
nach Stimulation durch hypotonen Stress gemessen. Die hypotone Stimulation in A6 Zellen
soll dabei eine entsprechende funktionelle oder hormonelle Aktivierung von ENaC in der

Niere simulieren.

Die Messungen wurden mit Hilfe der Ussing-Kammer an konfluenten Zellkulturen auf
permeablen Filtern an jeweils einer Kontroll- und einer Experimentalgruppe durchgefihrt.
Nach 30min Adaptationszeit wurde die isoosmolare Kontrolllésung (260 mosmol/kg) durch
hypoosmolare Kontrolllésung (160 mosmol/kg) ausgetauscht. In der Experimentalgruppe
wurden zusétzlich Hemmstoffe der PLA2 (Quinacrin, BEL, Aristolochiasdure), der COX1/2
(Indomethacin, Resveratrol, Celecoxib), der 5-LO (NDGA) und der Cytochrom P450-
Epoxygenase (MSPPOH) zugefligt. Der aquivalente Kurzschlussstrom I'sc wurde zuvor und
3, 5, 15, 30, und 40 min nach dem hypotonischen Stress ermittelt. Dabei ergaben sich
folgende Beobachtungen flr die Aktivierung des Natriumtransportes: cPLA2, nicht aber
IPLA2, war beteiligt. Die 5-LO abhédngige Stimulation erfolgte verzdgert (>15 min). Die
spezifische COX1/2 Hemmung wirkte unterschiedlich und bereits unter isotonen
Bedingungen. ENaC wurde dabei COX1 abhéngig aktiviert und COX2 abhangig gehemmt.

Hemmung der Cytochrom P450-Epoxygenase hatte keinen Einfluss.

Die Daten verdeutlichen die Komplexitat der Steuerung von ENaC durch Metabolite der
PLA2 und legen nahe, bei pharmakologischen Eingriffen in diese Stoffwechselwege auf

Storungen des Salz-Wasserhaushaltes und des Blutdrucks zu achten.
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